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 ﾠ 79 
10  Conclusioni	
 ﾠ....................................................................................................................................	
 ﾠ 81 
11  Bibliografia	
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 ﾠ𝑝  = 𝑙 𝗽 .	
 ﾠ
Sia	



















































































































𝐸[𝑋] = 𝑠𝑒   𝜇 
𝑠!





  ] − 𝐸[𝑋]  = 𝑠 𝑒   𝜇 
𝑠!






















































































 ﾠ𝑋  ~??(𝜇  ),	
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 ﾠ𝑀 = log (𝑋 ) − log (𝑋 )	
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 ﾠ 𝑍 = log (𝑋 ) 	
 ﾠe	
 ﾠ 𝑌 = log (𝑋 ) 	
 ﾠsi	
 ﾠ ridefiniscono	
 ﾠ 𝑀 = 𝑍 − 𝑌 	
 ﾠe	
 ﾠ 𝐴 =





























− 𝑝 ) → ??(0,𝑝 (1 − 𝑝 ))	
 ﾠ
Allora	
 ﾠ 𝑍 = ℎ(𝑋 /𝑠 ) = log (𝑠 𝑋 /𝑠 ) 	
 ﾠdove	











 ﾠ𝑠  → ∞,	
 ﾠcioè	
 ﾠ
𝑠 (𝑍 − log (𝑠 𝑝 )) = 𝑠  ℎ(
𝑋 
𝑠 
) − ℎ(𝑝 ) → ??(0,𝑝 (1 − 𝑝 ) ℎ′(𝑝 )  )
= ?? 0,
1 − 𝑝 
𝑝 








𝑍 → ?? log (𝑠 𝑝 ,),
1 − 𝑝 
𝑠 𝑝 














𝑌 → ?? log (𝑠 𝑝 ,),
1 − 𝑝 
𝑠 𝑝 























































𝑀~𝑁(𝜇  − 𝜇 ,𝜎 
  + 𝜎 










  + 𝜎 






















𝑀|(𝐴 = 𝑎)~𝑁 𝜇  + 𝗾
𝜎 
𝜎 
𝑎 − 𝜇  ,𝜎 




















  − 𝜎 
 
𝜎 
















𝐸(𝑀|𝐴 = 𝑎) = 𝜇  + 𝗾
𝜎 
𝜎 
𝑎 − 𝜇  = 𝜇  − 𝜇  + 2
𝜎 
  − 𝜎 
 
𝜎 
  + 𝜎 
  𝑎 −
1
2
(𝜇  + 𝜇 ) 	
 ﾠ
𝑉𝑎𝑟(𝑀|𝐴 = 𝑎) = 𝜎 




















 ﾠ𝐻 : ﾠ𝑝  =
𝑝  = 𝑝	
 ﾠcontro	






 ﾠ𝜇  =
 
  𝜇  + 𝜇  =
 
























 ﾠ𝐸(𝑀|𝐴 = 𝑎)	
 ﾠe	






𝐸(𝑀|𝐴 = 𝑎) = log (𝑠 𝑝) − log (𝑠  𝑝) = log (𝑠 ) − log (𝑠 )	
 ﾠ
𝑉𝑎𝑟(𝑀|𝐴 = 𝑎) =
4 1 − 2  /(𝑠 𝑠 ) log  𝑒  
























 ﾠ(𝐴 = 𝑎,𝑀 = 𝑚):	
 ﾠ
𝑍 − 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =






































































































     = 𝐸(𝑀|𝐴 = 𝑎) ± 4 𝑉𝑎𝑟(𝑀|𝐴 = 𝑎)
= log (𝑠 ) − log (𝑠 ) ± 4
4 1 − 2  /(𝑠 𝑠 ) log  𝑒  



























































































































































































































































































































































































































































1 FDR  (False  Discovery  Rate):  metodo  statistico  utilizzato  nei  test  di  ipotesi  per  correggere 
l’errore di tipo I (falsi positivi) nei confronti multipli. In una lista di test multipli che rifiutano 
l’ipotesi nulla, FDR controlla la proporzione attesa di falsi positivi (cioè rifiuti errati dell’ipotesi 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2 Reads Per Kilobase per Million mapped reads: indice del livello di espressione definito da 
Mortazavi et al. [1]. 𝑅𝑃𝐾𝑀 =
          



















































































































































































































































𝐸[𝑋  ] =






𝑇   = 𝗽  𝑙 
 


















































































































𝑀  = log 
𝑋   𝑠 












log (𝑋   𝑠  ∗ 𝑋    𝑠  )	
 ﾠ
per	
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 ﾠ 𝑠∗ = 𝑠 
 































































𝑞  = 𝑃(𝑋 < 𝑥 ;𝑠 𝑝,𝜙) +
1
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 ﾠ𝜇  	
 ﾠe	
 ﾠvarianza	
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𝑤   =
1
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− 𝑝  ( )
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𝐽 
1















































































































































































 ﾠ𝑋   = 𝑎	
 ﾠe	




































 ﾠ𝑃(𝑥  ,𝑥  ):	
 ﾠ
𝑃   =
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 ( , )  (   ,   )















































 ﾠ𝑋   = 𝑎	
 ﾠe	











































𝑝   = 𝑋  /𝑠 






















𝜇   = 𝑠 𝑝  




  = 𝑠 𝑝   + 𝑠 
 𝜈 (𝑝  )























𝜇   = 𝑠 𝑝  




  = 𝑠 𝑝   + 𝑠 
 𝜈 (𝑝  )


































































































𝑋  ~𝑃𝑜𝑖𝑠𝑠𝑜𝑛 𝜇   ,	
 ﾠ con	









































 ﾠ𝑋 ∙ = 𝑋  , ﾠ ﾠ ﾠ
 
    𝑋∙  = 𝑋  , ﾠ ﾠ ﾠ  
    𝑋∙∙ = 𝑋  
 
   
 











































 ﾠ𝜇  	
 ﾠtramite	
 ﾠ
log𝜇   = log𝑠  + log𝗽  + 𝗾  𝐼( ∈ )
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log𝜇   = log𝑋  
( ) + 𝗾  𝐼( ∈ )
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( )	
 ﾠda	
 ﾠlog𝜇   = log𝑋  
( ) + 𝗾  𝐼( ∈ )
 









𝐿 = 𝑋   log𝑋  
( ) + 𝗾  𝐼( ∈ )
 
   
− 𝑋  
( )𝑒     ( ∈ )
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𝑅 = 𝐼(    )
 
   




   )
 
   
 




















































































































𝜋  = 𝐼(      )/ 𝐺 1 − 2𝜁
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 ﾠ𝑀 = log (𝑋 ) − log (𝑋 )	
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 ﾠ1 + 𝜇𝜙 = 1 + 500 ∗ 0,343 = 172	
 ﾠvolte	
 ﾠsuperiore	
 ﾠa	
 ﾠquella	
 ﾠprevista	
 ﾠdal	
 ﾠmodello	
 ﾠdi	
 ﾠ
Poisson.	
 ﾠ L’analisi	
 ﾠ di	
 ﾠ questo	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ mostra	
 ﾠ quindi	
 ﾠ in	
 ﾠ maniera	
 ﾠ decisamente	
 ﾠ evidente	
 ﾠ
l’inadeguatezza	
 ﾠdel	
 ﾠmodello	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson:	
 ﾠla	
 ﾠFigura	
 ﾠ32	
 ﾠrappresenta	
 ﾠla	
 ﾠrelazione	
 ﾠfra	
 ﾠmedia	
 ﾠe	
 ﾠ
varianza	
 ﾠnei	
 ﾠdati	
 ﾠdescritta	
 ﾠsecondo	
 ﾠil	
 ﾠmodello	
 ﾠPoissoniano	
 ﾠe	
 ﾠi	
 ﾠdue	
 ﾠapprocci	
 ﾠdi	
 ﾠedgeR.	
 ﾠÈ	
 ﾠsubito	
 ﾠ
evidente	
 ﾠcome	
 ﾠle	
 ﾠvarianze	
 ﾠstimate	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠdescrivano	
 ﾠi	
 ﾠdati	
 ﾠmolto	
 ﾠpiù	
 ﾠfedelmente	
 ﾠrispetto	
 ﾠal	
 ﾠ
modello	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ40.	
 ﾠRapporto	
 ﾠtra	
 ﾠmedia-ﾭ‐varianza	
 ﾠdei	
 ﾠcount	
 ﾠper	
 ﾠogni	
 ﾠgene:	
 ﾠi	
 ﾠpunti	
 ﾠgrigi	
 ﾠindicano	
 ﾠla	
 ﾠvarianza	
 ﾠ
grezza	
 ﾠdi	
 ﾠciascun	
 ﾠgene	
 ﾠrispetto	
 ﾠalla	
 ﾠsua	
 ﾠabbondanza	
 ﾠ(asse	
 ﾠx).	
 ﾠLe	
 ﾠcroci	
 ﾠrosse	
 ﾠindicano	
 ﾠla	
 ﾠmedia	
 ﾠdella	
 ﾠ
varianza	
 ﾠgrezza	
 ﾠdei	
 ﾠgeni	
 ﾠraggruppati	
 ﾠin	
 ﾠ100	
 ﾠbin	
 ﾠsulla	
 ﾠbase	
 ﾠdella	
 ﾠloro	
 ﾠabbondanza.	
 ﾠI	
 ﾠpunti	
 ﾠin	
 ﾠazzurro	
 ﾠ
mostrano	
 ﾠ la	
 ﾠ varianza	
 ﾠ stimata	
 ﾠ per	
 ﾠ ciascun	
 ﾠ gene,	
 ﾠ calcolata	
 ﾠ dalla	
 ﾠ dispersione	
 ﾠ genewise.	
 ﾠ La	
 ﾠ linea	
 ﾠ blu	
 ﾠ
rappresenta	
 ﾠ la	
 ﾠ varianza	
 ﾠ stimata	
 ﾠ utilizzando	
 ﾠ la	
 ﾠ dispersione	
 ﾠ comune.	
 ﾠ La	
 ﾠ linea	
 ﾠ nera	
 ﾠ rappresenta	
 ﾠ la	
 ﾠ
varianza	
 ﾠprevista	
 ﾠdal	
 ﾠmodello	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson,	
 ﾠuguale	
 ﾠalla	
 ﾠmedia.	
 ﾠ
Ottenuta	
 ﾠla	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠsi	
 ﾠpuò	
 ﾠapplicare	
 ﾠil	
 ﾠtest	
 ﾠesatto	
 ﾠfornito	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠper	
 ﾠ
l’analisi	
 ﾠdifferenziale.	
 ﾠ 	
 ﾠ
Lo	
 ﾠ smear	
 ﾠ plot	
 ﾠ di	
 ﾠ Figura	
 ﾠ 33	
 ﾠ evidenzia	
 ﾠ la	
 ﾠ distribuzione	
 ﾠ dei	
 ﾠ primi	
 ﾠ 500	
 ﾠ geni	
 ﾠ a	
 ﾠ più	
 ﾠ alta	
 ﾠ
espressione.	
 ﾠ Si	
 ﾠ nota	
 ﾠ la	
 ﾠ presenza	
 ﾠ di	
 ﾠ un	
 ﾠ maggior	
 ﾠ numero	
 ﾠ di	
 ﾠ geni	
 ﾠ fortemente	
 ﾠ espressi	
 ﾠ in	
 ﾠ
patogeno.	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ41.	
 ﾠSmear	
 ﾠplot	
 ﾠdi	
 ﾠedgeR	
 ﾠche	
 ﾠconfronta	
 ﾠlog-ﾭ‐concentrazione	
 ﾠe	
 ﾠlog-ﾭ‐fold	
 ﾠchange	
 ﾠper	
 ﾠciascun	
 ﾠgene	
 ﾠ
considerato.	
 ﾠValori	
 ﾠdi	
 ﾠlog-ﾭ‐fold	
 ﾠchange	
 ﾠpositivi	
 ﾠindicano	
 ﾠgeni	
 ﾠsovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠin	
 ﾠpatogeno.	
 ﾠIn	
 ﾠrosso	
 ﾠsono	
 ﾠ
evidenziati	
 ﾠi	
 ﾠ500	
 ﾠgeni	
 ﾠa	
 ﾠpiù	
 ﾠalto	
 ﾠlivello	
 ﾠdi	
 ﾠespressione	
 ﾠdifferenziale,	
 ﾠmentre	
 ﾠle	
 ﾠlinee	
 ﾠblu	
 ﾠrappresentano	
 ﾠil	
 ﾠ
limite	
 ﾠdella	
 ﾠregione	
 ﾠlogFC	
 ﾠ±	
 ﾠ2.	
 ﾠLa	
 ﾠmaggior	
 ﾠdistribuzione	
 ﾠdi	
 ﾠpunti	
 ﾠrossi	
 ﾠnella	
 ﾠparte	
 ﾠalta	
 ﾠevidenza	
 ﾠcome	
 ﾠun	
 ﾠ
maggior	
 ﾠnumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠsia	
 ﾠsovra-ﾭ‐espresso	
 ﾠin	
 ﾠpatogeno.	
 ﾠ	
 ﾠ
Dalle	
 ﾠliste	
 ﾠdei	
 ﾠgeni	
 ﾠe	
 ﾠrelativi	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠottenuti,	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠselezionati	
 ﾠi	
 ﾠgeni	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠ
espressi	
 ﾠtra	
 ﾠle	
 ﾠdue	
 ﾠcondizioni	
 ﾠsperimentali,	
 ﾠimpostando	
 ﾠle	
 ﾠquattro	
 ﾠdiverse	
 ﾠsoglie	
 ﾠsui	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠ
non	
 ﾠcorretti.	
 ﾠIl	
 ﾠriassunto	
 ﾠdella	
 ﾠselezione	
 ﾠè	
 ﾠriporato	
 ﾠin	
 ﾠTabella	
 ﾠ15.	
 ﾠCapitolo	
 ﾠ8.	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠAnalisi	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠdi	
 ﾠCumbie	
 ﾠet	
 ﾠal.	
 ﾠ	
 ﾠ
75	
 ﾠ
p-ﾭ‐value	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE+	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE-ﾭ‐	
 ﾠ
5%	
 ﾠ 1974	
 ﾠ 719	
 ﾠ 1255	
 ﾠ
1%	
 ﾠ 722	
 ﾠ 190	
 ﾠ 532	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠ 168	
 ﾠ 18	
 ﾠ 150	
 ﾠ
0,01%	
 ﾠ 90	
 ﾠ 2	
 ﾠ 88	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ20.	
 ﾠNumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠselezionati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi	
 ﾠ(DE),	
 ﾠsovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠ(DE+)	
 ﾠe	
 ﾠ
sotto-ﾭ‐espressi	
 ﾠ(DE-ﾭ‐)	
 ﾠin	
 ﾠpatogeno	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠcon	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune,	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠquattro	
 ﾠvalori	
 ﾠdi	
 ﾠ
soglia	
 ﾠdi	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠ(non	
 ﾠcorretto	
 ﾠper	
 ﾠtest	
 ﾠmultipli)	
 ﾠconsiderati.	
 ﾠ	
 ﾠ
8.2.2  Analisi	
 ﾠcon	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise	
 ﾠ
La	
 ﾠFigura	
 ﾠ34	
 ﾠmostra	
 ﾠl’andamento	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise	
 ﾠstimata,	
 ﾠin	
 ﾠrelazione	
 ﾠal	
 ﾠlivello	
 ﾠdi	
 ﾠ
espressione	
 ﾠdel	
 ﾠgene	
 ﾠcorrispondente	
 ﾠ(logaritmo	
 ﾠdella	
 ﾠmedia	
 ﾠdei	
 ﾠcount).	
 ﾠLa	
 ﾠlinea	
 ﾠblu	
 ﾠindica	
 ﾠla	
 ﾠ
stima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ42.	
 ﾠStima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise	
 ﾠcon	
 ﾠedgeR	
 ﾠin	
 ﾠrelazione	
 ﾠal	
 ﾠlivello	
 ﾠdi	
 ﾠespressione	
 ﾠ(logaritmo	
 ﾠ
della	
 ﾠmedia	
 ﾠdei	
 ﾠcount).	
 ﾠLa	
 ﾠlinea	
 ﾠblu	
 ﾠrappresenta	
 ﾠla	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠstimata.	
 ﾠ
Come	
 ﾠper	
 ﾠl’approccio	
 ﾠa	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune,	
 ﾠuna	
 ﾠvolta	
 ﾠdeterminata	
 ﾠla	
 ﾠdispersione	
 ﾠ
genewise	
 ﾠ è	
 ﾠ possibile	
 ﾠ applicare	
 ﾠ il	
 ﾠ test	
 ﾠ esatto	
 ﾠ per	
 ﾠ la	
 ﾠ selezione	
 ﾠ dell’analisi	
 ﾠ differenziale.	
 ﾠ La	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ 16	
 ﾠ riporta,	
 ﾠ per	
 ﾠ i	
 ﾠ quattro	
 ﾠ p-ﾭ‐value	
 ﾠ prefissati,	
 ﾠ il	
 ﾠ numero	
 ﾠ di	
 ﾠ geni	
 ﾠ rilevati	
 ﾠ come	
 ﾠ
differenzialmente	
 ﾠ espressi	
 ﾠ (DE),	
 ﾠ sovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠ in	
 ﾠ patogeno	
 ﾠ (DE+)	
 ﾠ e	
 ﾠ sovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠ in	
 ﾠ
controllo	
 ﾠ (DE-ﾭ‐).	
 ﾠ Si	
 ﾠ nota	
 ﾠ come	
 ﾠ le	
 ﾠ selezioni	
 ﾠ siano	
 ﾠ più	
 ﾠ numerose	
 ﾠ rispetto	
 ﾠ a	
 ﾠ quelle	
 ﾠ ottenute	
 ﾠ
tramite	
 ﾠla	
 ﾠstima	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠ(Tabella	
 ﾠ15),	
 ﾠma	
 ﾠcon	
 ﾠun’eccezione:	
 ﾠper	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠ≤	
 ﾠ5%,	
 ﾠil	
 ﾠ
numero	
 ﾠ di	
 ﾠ geni	
 ﾠ DE	
 ﾠ con	
 ﾠ dispersione	
 ﾠ genewise	
 ﾠ risulta	
 ﾠ più	
 ﾠ basso	
 ﾠ del	
 ﾠ suo	
 ﾠ corrispettivo	
 ﾠ con	
 ﾠ
dispersione	
 ﾠcomune.	
 ﾠ
p-ﾭ‐value	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE+	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE-ﾭ‐	
 ﾠ
5%	
 ﾠ 1848	
 ﾠ 805	
 ﾠ 1043	
 ﾠ
1%	
 ﾠ 853	
 ﾠ 282	
 ﾠ 571	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠ 325	
 ﾠ 51	
 ﾠ 274	
 ﾠ
0,01%	
 ﾠ 232	
 ﾠ 29	
 ﾠ 203	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ21.	
 ﾠNumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠselezionati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi	
 ﾠ(DE),	
 ﾠsovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠ(DE+)	
 ﾠe	
 ﾠ
sotto-ﾭ‐espressi	
 ﾠ(DE-ﾭ‐)	
 ﾠin	
 ﾠBrain	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠcon	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise,	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠquattro	
 ﾠvalori	
 ﾠdi	
 ﾠ
soglia	
 ﾠdi	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠ(non	
 ﾠcorretto	
 ﾠper	
 ﾠtest	
 ﾠmultipli)	
 ﾠconsiderati.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ 76	
 ﾠ
La	
 ﾠFigura	
 ﾠ26	
 ﾠpropone	
 ﾠil	
 ﾠdiagramma	
 ﾠdi	
 ﾠVenn	
 ﾠdella	
 ﾠclassificazione	
 ﾠdei	
 ﾠgeni	
 ﾠoperata	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠ
con	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠe	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise	
 ﾠcon	
 ﾠun	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠdi	
 ﾠsoglia	
 ﾠpari	
 ﾠal	
 ﾠ
5%.	
 ﾠ A	
 ﾠ differenza	
 ﾠ dei	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ di	
 ﾠ Marioni	
 ﾠ e	
 ﾠ MAQC,	
 ﾠ i	
 ﾠ geni	
 ﾠ rilevati	
 ﾠ come	
 ﾠ differenzialmente	
 ﾠ
espressi	
 ﾠsia	
 ﾠcon	
 ﾠapproccio	
 ﾠa	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠsia	
 ﾠgenewise	
 ﾠsono	
 ﾠsolamente	
 ﾠil	
 ﾠ28%	
 ﾠdel	
 ﾠ
totale	
 ﾠdei	
 ﾠgeni	
 ﾠidentificati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi.	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ43.	
 ﾠDiagramma	
 ﾠdi	
 ﾠVenn	
 ﾠche	
 ﾠrappresenta	
 ﾠil	
 ﾠnumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠselezionati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠ
espressi	
 ﾠda	
 ﾠedgeR,	
 ﾠcon	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠo	
 ﾠgenewise	
 ﾠ(p-ﾭ‐value≤5%)	
 ﾠ.	
 ﾠ
La	
 ﾠFigura	
 ﾠ36	
 ﾠpropone	
 ﾠlo	
 ﾠsmear	
 ﾠplot	
 ﾠper	
 ﾠl’approccio	
 ﾠa	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise,	
 ﾠcon	
 ﾠi	
 ﾠ500	
 ﾠgeni	
 ﾠa	
 ﾠ
più	
 ﾠalta	
 ﾠespressione	
 ﾠdifferenziale	
 ﾠevidenziati	
 ﾠin	
 ﾠrosso.	
 ﾠSi	
 ﾠnota	
 ﾠcome	
 ﾠi	
 ﾠgeni	
 ﾠsovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠin	
 ﾠ
patogeno	
 ﾠsiano	
 ﾠmolto	
 ﾠpiù	
 ﾠnumerosi	
 ﾠdi	
 ﾠquelli	
 ﾠsovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠin	
 ﾠcontrollo.	
 ﾠInoltre,	
 ﾠmolti	
 ﾠgeni	
 ﾠ
classificati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi	
 ﾠpresentano	
 ﾠlog-ﾭ‐fold	
 ﾠchange	
 ﾠ(livello	
 ﾠdi	
 ﾠespressione	
 ﾠ
differenziale)	
 ﾠsensibilmente	
 ﾠinferiore	
 ﾠa	
 ﾠ±2.	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ44.	
 ﾠSmear	
 ﾠplot	
 ﾠdi	
 ﾠedgeR	
 ﾠche	
 ﾠconfronta	
 ﾠlog-ﾭ‐concentrazione	
 ﾠe	
 ﾠlog-ﾭ‐fold	
 ﾠchange	
 ﾠper	
 ﾠciascun	
 ﾠgene	
 ﾠ
considerato,	
 ﾠutilizzando	
 ﾠla	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠgenewise.	
 ﾠValori	
 ﾠdi	
 ﾠlog-ﾭ‐fold	
 ﾠchange	
 ﾠpositivi	
 ﾠindicano	
 ﾠ
geni	
 ﾠsovra-ﾭ‐espressi	
 ﾠin	
 ﾠpatogeno.	
 ﾠ	
 ﾠIn	
 ﾠrosso	
 ﾠsono	
 ﾠevidenziati	
 ﾠi	
 ﾠ500	
 ﾠgeni	
 ﾠa	
 ﾠpiù	
 ﾠalto	
 ﾠlivello	
 ﾠdi	
 ﾠespressione	
 ﾠ
differenziale,	
 ﾠmentre	
 ﾠle	
 ﾠlinee	
 ﾠblu	
 ﾠrappresentano	
 ﾠil	
 ﾠlimite	
 ﾠdella	
 ﾠregione	
 ﾠlogFC	
 ﾠ±	
 ﾠ2.	
 ﾠ	
 ﾠ
8.3  DESeq	
 ﾠ
A	
 ﾠ differenza	
 ﾠ dei	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ precedenti,	
 ﾠ nel	
 ﾠ design	
 ﾠ sperimentale	
 ﾠ adottato	
 ﾠ da	
 ﾠ Cumbie	
 ﾠ et	
 ﾠal.	
 ﾠ i	
 ﾠ
campioni	
 ﾠcorrispondono	
 ﾠa	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche	
 ﾠ(capitolo	
 ﾠ5.2,	
 ﾠ“Data	
 ﾠset	
 ﾠdi	
 ﾠCumbie	
 ﾠet	
 ﾠal.”).	
 ﾠCiò	
 ﾠ
permette	
 ﾠ di	
 ﾠ utilizzare	
 ﾠ DESeq	
 ﾠ nella	
 ﾠ sua	
 ﾠ configurazione	
 ﾠ predefinita,	
 ﾠ in	
 ﾠ cui	
 ﾠ la	
 ﾠ funzione	
 ﾠ
estimateDispersions	
 ﾠ può	
 ﾠ essere	
 ﾠ invocata	
 ﾠ senza	
 ﾠ precisare	
 ﾠ parametri	
 ﾠ aggiuntivi.	
 ﾠ Tale	
 ﾠ
configurazione	
 ﾠviene	
 ﾠdi	
 ﾠseguito	
 ﾠindicata	
 ﾠcome	
 ﾠstandard.	
 ﾠ
In	
 ﾠ aggiunta	
 ﾠ all’impostazione	
 ﾠ predefinita,	
 ﾠ l’analisi	
 ﾠ differenziale	
 ﾠ è	
 ﾠ stata	
 ﾠ condotta	
 ﾠ anche	
 ﾠ
specificando	
 ﾠ i	
 ﾠ parametri	
 ﾠ opzionali	
 ﾠ sharingMode=”fit-ﾭ‐only”,	
 ﾠ fitType=”locfit”,	
 ﾠ mentre	
 ﾠ
lp_extra_args	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠimpostato	
 ﾠsia	
 ﾠa	
 ﾠnn=0.5	
 ﾠsia	
 ﾠa	
 ﾠdeg=1.	
 ﾠLa	
 ﾠTabella	
 ﾠ17	
 ﾠriporta	
 ﾠil	
 ﾠnumero	
 ﾠdi	
 ﾠCapitolo	
 ﾠ8.	
 ﾠ	
 ﾠ	
 ﾠAnalisi	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠdi	
 ﾠCumbie	
 ﾠet	
 ﾠal.	
 ﾠ	
 ﾠ
77	
 ﾠ
geni	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi,	
 ﾠvalutati	
 ﾠcon	
 ﾠquattro	
 ﾠvalori	
 ﾠdi	
 ﾠsoglia	
 ﾠper	
 ﾠil	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠsulle	
 ﾠtre	
 ﾠ
diverse	
 ﾠconfigurazioni	
 ﾠdi	
 ﾠinput	
 ﾠper	
 ﾠla	
 ﾠfunzione	
 ﾠestimateDispersions.	
 ﾠ
p-ﾭ‐value	
 ﾠ
N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE	
 ﾠ
standard	
 ﾠ lp_extra_args=list(deg=1)	
 ﾠ lp_extra_args=list(nn=0.5)	
 ﾠ
5%	
 ﾠ 1136	
 ﾠ 1525	
 ﾠ 1638	
 ﾠ
1%	
 ﾠ 531	
 ﾠ 695	
 ﾠ 771	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠ 200	
 ﾠ 285	
 ﾠ 212	
 ﾠ
0,01%	
 ﾠ 130	
 ﾠ 207	
 ﾠ 311	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ22.	
 ﾠNumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠrilevati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi	
 ﾠda	
 ﾠDESeq,	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠquattro	
 ﾠvalori	
 ﾠdi	
 ﾠ
soglia	
 ﾠdi	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠ(non	
 ﾠcorretto	
 ﾠper	
 ﾠtest	
 ﾠmultipli)	
 ﾠconsiderati,	
 ﾠper	
 ﾠle	
 ﾠquattro	
 ﾠmodalità	
 ﾠdi	
 ﾠDESeq	
 ﾠtestate.	
 ﾠ
In	
 ﾠFigura	
 ﾠ37	
 ﾠè	
 ﾠriportato	
 ﾠl’MA-ﾭ‐plot	
 ﾠfra	
 ﾠla	
 ﾠmedia	
 ﾠdei	
 ﾠcount	
 ﾠin	
 ﾠcommon	
 ﾠscale	
 ﾠ(baseMean)	
 ﾠe	
 ﾠil	
 ﾠ
livello	
 ﾠdi	
 ﾠespressione	
 ﾠdifferenziale	
 ﾠ(log2foldChange),	
 ﾠper	
 ﾠciascun	
 ﾠgene	
 ﾠcompreso	
 ﾠnel	
 ﾠdataset.	
 ﾠ
	
 ﾠ
Figura	
 ﾠ45.	
 ﾠMA-ﾭ‐plot	
 ﾠdi	
 ﾠconfronto	
 ﾠfra	
 ﾠlivello	
 ﾠdi	
 ﾠespressione	
 ﾠ(media	
 ﾠdei	
 ﾠcount	
 ﾠin	
 ﾠcommon	
 ﾠscale,	
 ﾠbaseMean)	
 ﾠ
e	
 ﾠ log-ﾭ‐fold	
 ﾠ change	
 ﾠ determinati	
 ﾠ per	
 ﾠ ciascun	
 ﾠ gene	
 ﾠ da	
 ﾠ DESeq	
 ﾠ (configurazione	
 ﾠ standard	
 ﾠ di	
 ﾠ
estimateDispersions),	
 ﾠcon	
 ﾠp-ﾭ‐value≤5%.	
 ﾠIn	
 ﾠrosso	
 ﾠsono	
 ﾠevidenziati	
 ﾠi	
 ﾠgeni	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi.	
 ﾠ
8.4  PoissonSeq	
 ﾠ
La	
 ﾠ Tabella	
 ﾠ 18	
 ﾠ riporta	
 ﾠ il	
 ﾠ numero	
 ﾠ di	
 ﾠ geni	
 ﾠ classificati	
 ﾠ come	
 ﾠ differenzialmente	
 ﾠ espressi	
 ﾠ da	
 ﾠ
PoissonSeq,	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠquattro	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠdi	
 ﾠsoglia	
 ﾠfissati.	
 ﾠ
p-ﾭ‐value	
 ﾠ N°	
 ﾠgeni	
 ﾠDE	
 ﾠ
5%	
 ﾠ 1999	
 ﾠ
1%	
 ﾠ 549	
 ﾠ
0,05%	
 ﾠ 50	
 ﾠ
0,01%	
 ﾠ 10	
 ﾠ
Tabella	
 ﾠ23.	
 ﾠNumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠrilevati	
 ﾠcome	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi	
 ﾠda	
 ﾠPoissonSeq,	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠquattro	
 ﾠvalori	
 ﾠ
di	
 ﾠsoglia	
 ﾠdi	
 ﾠp-ﾭ‐value	
 ﾠconsiderati	
 ﾠ
	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ	
 ﾠ
	
 ﾠ
9  Riassunto	
 ﾠanalisi	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠ	
 ﾠ
I	
 ﾠgrafici	
 ﾠdi	
 ﾠrelazione	
 ﾠmedia-ﾭ‐varianza	
 ﾠprodotti	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠhanno	
 ﾠpermesso	
 ﾠdi	
 ﾠevidenziare	
 ﾠcome	
 ﾠ
il	
 ﾠmodello	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson	
 ﾠrisulti	
 ﾠgeneralmente	
 ﾠpoco	
 ﾠadatto	
 ﾠa	
 ﾠdescrivere	
 ﾠi	
 ﾠdati	
 ﾠdi	
 ﾠRNA-ﾭ‐Seq.	
 ﾠLa	
 ﾠ
relazione	
 ﾠmedia-ﾭ‐varianza	
 ﾠsecondo	
 ﾠil	
 ﾠmodello	
 ﾠbinomiale	
 ﾠnegativa	
 ﾠpermette	
 ﾠun	
 ﾠfit	
 ﾠpiù	
 ﾠcorretto	
 ﾠ
nei	
 ﾠdue	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠprovvisti	
 ﾠdi	
 ﾠrepliche	
 ﾠtecniche	
 ﾠ(Figura	
 ﾠ23	
 ﾠe	
 ﾠFigura	
 ﾠ32);	
 ﾠnel	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠdi	
 ﾠCumbie	
 ﾠ
et	
 ﾠal.,	
 ﾠcaratterizzato	
 ﾠda	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche,	
 ﾠil	
 ﾠmodello	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson	
 ﾠrisulta	
 ﾠdel	
 ﾠtutto	
 ﾠinadeguato	
 ﾠ
alla	
 ﾠ descrizione	
 ﾠ dei	
 ﾠ dati	
 ﾠ che	
 ﾠ presentano	
 ﾠ una	
 ﾠ varianza	
 ﾠ molto	
 ﾠ maggiore	
 ﾠ alla	
 ﾠ media	
 ﾠ
(sovradispersione)	
 ﾠ(Figura	
 ﾠ40).	
 ﾠ
L’analisi	
 ﾠdifferenziale	
 ﾠottenuta	
 ﾠda	
 ﾠedgeR	
 ﾠcon	
 ﾠstima	
 ﾠdella	
 ﾠdispersione	
 ﾠcomune	
 ﾠe	
 ﾠgenewise	
 ﾠha	
 ﾠ
ottenuto	
 ﾠselezioni	
 ﾠmolto	
 ﾠsimili	
 ﾠsui	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠprovvisti	
 ﾠdi	
 ﾠrepliche	
 ﾠtecniche,	
 ﾠselezionando	
 ﾠoltre	
 ﾠil	
 ﾠ
99%	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠin	
 ﾠcomune	
 ﾠ(Figura	
 ﾠ26	
 ﾠe	
 ﾠFigura	
 ﾠ35).	
 ﾠLe	
 ﾠdifferenze	
 ﾠdi	
 ﾠselezione	
 ﾠdiventano	
 ﾠpiù	
 ﾠ
marcate	
 ﾠnel	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠcon	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche,	
 ﾠin	
 ﾠcui	
 ﾠi	
 ﾠgeni	
 ﾠselezionati	
 ﾠin	
 ﾠcomune	
 ﾠscendono	
 ﾠal	
 ﾠ
28%	
 ﾠ(Figura	
 ﾠ43).	
 ﾠ
Il	
 ﾠmetodo	
 ﾠDESeq	
 ﾠha	
 ﾠdimostrato	
 ﾠle	
 ﾠsue	
 ﾠlimitazioni	
 ﾠquando	
 ﾠapplicato	
 ﾠa	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠsprovvisti	
 ﾠdi	
 ﾠ
repliche	
 ﾠbiologiche,	
 ﾠselezionando	
 ﾠun	
 ﾠnumero	
 ﾠbassissimo	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi,	
 ﾠ
rispetto	
 ﾠagli	
 ﾠaltri	
 ﾠmetodi	
 ﾠapplicati	
 ﾠagli	
 ﾠstessi	
 ﾠdati.	
 ﾠIl	
 ﾠnumero	
 ﾠdi	
 ﾠgeni	
 ﾠselezionati	
 ﾠaumenta	
 ﾠsolo	
 ﾠ
se	
 ﾠsi	
 ﾠconsiderano	
 ﾠseparatamente	
 ﾠle	
 ﾠrepliche	
 ﾠtecniche.	
 ﾠ	
 ﾠ
L’analisi	
 ﾠdelle	
 ﾠcurve	
 ﾠROC	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠdue	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠprovvisti	
 ﾠdi	
 ﾠun	
 ﾠgold	
 ﾠstandard	
 ﾠnon	
 ﾠha	
 ﾠpermesso	
 ﾠdi	
 ﾠ
identificare	
 ﾠun	
 ﾠunico	
 ﾠmetodo	
 ﾠcome	
 ﾠmigliore	
 ﾠin	
 ﾠsenso	
 ﾠassoluto.	
 ﾠNel	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠdi	
 ﾠMarioni	
 ﾠet	
 ﾠal.	
 ﾠil	
 ﾠ
metodo	
 ﾠmigliore	
 ﾠè	
 ﾠrisultato	
 ﾠedgeR	
 ﾠ(Figura	
 ﾠ29),	
 ﾠmentre	
 ﾠsul	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠMAQC	
 ﾠi	
 ﾠmetodi	
 ﾠtestati	
 ﾠ
presentano	
 ﾠrisultati	
 ﾠmolto	
 ﾠsimili	
 ﾠtra	
 ﾠdi	
 ﾠloro,	
 ﾠcon	
 ﾠla	
 ﾠcurva	
 ﾠROC	
 ﾠdi	
 ﾠDESeq	
 ﾠlievemente	
 ﾠal	
 ﾠdi	
 ﾠsopra	
 ﾠ
degli	
 ﾠaltri	
 ﾠ(Figura	
 ﾠ38).	
 ﾠ
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10 Conclusioni	
 ﾠ
L’analisi	
 ﾠdell’espressione	
 ﾠdifferenziale	
 ﾠè	
 ﾠuna	
 ﾠdelle	
 ﾠpiù	
 ﾠinteressanti	
 ﾠapplicazioni	
 ﾠdell'RNA-ﾭ‐Seq.	
 ﾠ
Ad	
 ﾠoggi,	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠsviluppati	
 ﾠmolti	
 ﾠmetodi	
 ﾠdi	
 ﾠanalisi,	
 ﾠdiversi	
 ﾠper	
 ﾠmodello	
 ﾠstatistico	
 ﾠutilizzato	
 ﾠ
per	
 ﾠ la	
 ﾠ descrizione	
 ﾠ dei	
 ﾠ dati	
 ﾠ e	
 ﾠ per	
 ﾠ il	
 ﾠ test	
 ﾠ statistico	
 ﾠ adottato	
 ﾠ per	
 ﾠ l'analisi	
 ﾠ dell’espressione	
 ﾠ
differenziale.	
 ﾠSi	
 ﾠtratta	
 ﾠdi	
 ﾠstudi	
 ﾠmolto	
 ﾠrecenti,	
 ﾠper	
 ﾠi	
 ﾠquali	
 ﾠnon	
 ﾠesiste	
 ﾠancora	
 ﾠuna	
 ﾠdescrizione	
 ﾠ
comune.	
 ﾠ	
 ﾠ 	
 ﾠ
In	
 ﾠ questa	
 ﾠ tesi	
 ﾠ si	
 ﾠ è	
 ﾠ quindi	
 ﾠ organizzata	
 ﾠ l’informazione	
 ﾠ in	
 ﾠ un	
 ﾠ modello	
 ﾠ generale	
 ﾠ della	
 ﾠ
distribuzione	
 ﾠdei	
 ﾠdati,	
 ﾠuniformando	
 ﾠle	
 ﾠnotazioni	
 ﾠe	
 ﾠla	
 ﾠterminologia	
 ﾠdelle	
 ﾠdiverse	
 ﾠdescrizioni.	
 ﾠIn	
 ﾠ
particolare,	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠdescritti	
 ﾠi	
 ﾠmodelli	
 ﾠstatistici	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson	
 ﾠe	
 ﾠBinomiale	
 ﾠNegativo.	
 ﾠ
Sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ scelti	
 ﾠ quattro	
 ﾠ metodi	
 ﾠ di	
 ﾠ analisi	
 ﾠ differenziale	
 ﾠ che	
 ﾠ implementano	
 ﾠ i	
 ﾠ due	
 ﾠ modelli	
 ﾠ
statistici	
 ﾠ sopra	
 ﾠ citati:	
 ﾠ DEGSeq,	
 ﾠ edgeR,	
 ﾠ DESeq	
 ﾠ e	
 ﾠ PoissonSeq.	
 ﾠ I	
 ﾠ quattro	
 ﾠ metodi	
 ﾠ sono	
 ﾠ stati	
 ﾠ
confrontati,	
 ﾠvalutandone	
 ﾠi	
 ﾠrisultati	
 ﾠdi	
 ﾠclassificazione	
 ﾠsu	
 ﾠtre	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠpubblici.	
 ﾠDue	
 ﾠdei	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠ
(Marioni	
 ﾠ et	
 ﾠal.	
 ﾠ e	
 ﾠ MAQC)	
 ﾠ sono	
 ﾠ provvisti	
 ﾠ di	
 ﾠ sole	
 ﾠ repliche	
 ﾠ tecniche,	
 ﾠ il	
 ﾠ terzo	
 ﾠ (Cumbie	
 ﾠ et	
 ﾠal.)	
 ﾠ
contiene	
 ﾠinvece	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche.	
 ﾠ
Il	
 ﾠconfronto	
 ﾠha	
 ﾠpermesso	
 ﾠdi	
 ﾠevidenziare	
 ﾠcome,	
 ﾠin	
 ﾠtutti	
 ﾠi	
 ﾠdata	
 ﾠset,	
 ﾠil	
 ﾠmodello	
 ﾠdi	
 ﾠPoisson,	
 ﾠche	
 ﾠ
ipotizza	
 ﾠuna	
 ﾠstringente	
 ﾠeguaglianza	
 ﾠtra	
 ﾠmedia	
 ﾠe	
 ﾠvarianza	
 ﾠdei	
 ﾠdati,	
 ﾠsia	
 ﾠpoco	
 ﾠadatto	
 ﾠa	
 ﾠdescrivere	
 ﾠ
i	
 ﾠdati	
 ﾠdi	
 ﾠRNA-ﾭ‐Seq.	
 ﾠL’inadeguatezza	
 ﾠdiventa	
 ﾠevidente	
 ﾠin	
 ﾠpresenza	
 ﾠdi	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche,	
 ﾠche	
 ﾠ
rendono	
 ﾠi	
 ﾠdati	
 ﾠsovra-ﾭ‐dispersi,	
 ﾠcioè	
 ﾠcaratterizzati	
 ﾠda	
 ﾠuna	
 ﾠvarianza	
 ﾠmolto	
 ﾠmaggiore	
 ﾠdella	
 ﾠmedia.	
 ﾠ
Su	
 ﾠ tutti	
 ﾠ i	
 ﾠ tre	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ il	
 ﾠ modello	
 ﾠ Binomiale	
 ﾠ Negativo	
 ﾠ mostra	
 ﾠ una	
 ﾠ rappresentazione	
 ﾠ più	
 ﾠ
realistica	
 ﾠdella	
 ﾠrelazione	
 ﾠmedia-ﾭ‐varianza	
 ﾠpresente	
 ﾠnei	
 ﾠdati.	
 ﾠ
Per	
 ﾠ due	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ (Marioni	
 ﾠ et	
 ﾠal.	
 ﾠ e	
 ﾠ MAQC)	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ identificato	
 ﾠ un	
 ﾠ gold	
 ﾠ standard,	
 ﾠ cioè	
 ﾠ una	
 ﾠ
selezione	
 ﾠdei	
 ﾠgeni	
 ﾠdifferenzialmente	
 ﾠespressi	
 ﾠottenuta	
 ﾠcon	
 ﾠtecniche	
 ﾠalternative	
 ﾠa	
 ﾠRNA-ﾭ‐Seq	
 ﾠe	
 ﾠ
ritenuta	
 ﾠun'affidabile	
 ﾠrappresentazione	
 ﾠdella	
 ﾠrealtà.	
 ﾠDal	
 ﾠconfronto	
 ﾠcon	
 ﾠi	
 ﾠgold	
 ﾠstandard,	
 ﾠsono	
 ﾠ
stati	
 ﾠ calcolati	
 ﾠ due	
 ﾠ indici	
 ﾠ di	
 ﾠ confronto,	
 ﾠ precisione	
 ﾠ e	
 ﾠ sensitività,	
 ﾠ che	
 ﾠ hanno	
 ﾠ permesso	
 ﾠ di	
 ﾠ
costruire	
 ﾠ le	
 ﾠ curve	
 ﾠ ROC	
 ﾠ per	
 ﾠ i	
 ﾠ diversi	
 ﾠ metodi.	
 ﾠ Dall’analisi	
 ﾠ delle	
 ﾠ curve	
 ﾠ ROC	
 ﾠ sul	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ di	
 ﾠ
Marioni,	
 ﾠil	
 ﾠmetodo	
 ﾠedgeR	
 ﾠè	
 ﾠrisultato	
 ﾠil	
 ﾠmigliore	
 ﾠin	
 ﾠtermini	
 ﾠdi	
 ﾠprecisione	
 ﾠe	
 ﾠsensitività.	
 ﾠI	
 ﾠrisultati	
 ﾠ
relativi	
 ﾠal	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠMAQC	
 ﾠsono	
 ﾠinvece	
 ﾠmolto	
 ﾠsimili	
 ﾠtra	
 ﾠi	
 ﾠdiversi	
 ﾠmetodi,	
 ﾠcon	
 ﾠla	
 ﾠcurva	
 ﾠROC	
 ﾠdi	
 ﾠ
DESeq	
 ﾠlievemente	
 ﾠsopra	
 ﾠalle	
 ﾠaltre.	
 ﾠNon	
 ﾠè	
 ﾠstato	
 ﾠquindi	
 ﾠpossibile	
 ﾠidentificare	
 ﾠun	
 ﾠmetodo	
 ﾠche	
 ﾠ
ottenesse	
 ﾠprestazioni	
 ﾠsensibilmente	
 ﾠmigliori	
 ﾠrispetto	
 ﾠagli	
 ﾠaltri	
 ﾠsu	
 ﾠentrambi	
 ﾠi	
 ﾠdata	
 ﾠset.	
 ﾠ
Le	
 ﾠprincipali	
 ﾠlimitazioni	
 ﾠdi	
 ﾠquesto	
 ﾠstudio	
 ﾠsono	
 ﾠrappresentate	
 ﾠdal	
 ﾠlimitato	
 ﾠnumero	
 ﾠdi	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠa	
 ﾠ
cui	
 ﾠi	
 ﾠmetodi	
 ﾠsono	
 ﾠstati	
 ﾠapplicati.	
 ﾠLe	
 ﾠcurve	
 ﾠROC	
 ﾠsono	
 ﾠstate	
 ﾠdeterminate	
 ﾠper	
 ﾠdue	
 ﾠsoli	
 ﾠdata	
 ﾠset,	
 ﾠ
non	
 ﾠpermettendo	
 ﾠdi	
 ﾠindicare	
 ﾠquale	
 ﾠmetodo	
 ﾠsia	
 ﾠil	
 ﾠmigliore	
 ﾠin	
 ﾠsenso	
 ﾠgenerale.	
 ﾠ	
 ﾠ 	
 ﾠ
Per	
 ﾠ il	
 ﾠ data	
 ﾠ set	
 ﾠ provvisto	
 ﾠ di	
 ﾠ repliche	
 ﾠ biologiche	
 ﾠ non	
 ﾠ è	
 ﾠ stato	
 ﾠ possibile	
 ﾠ identificare	
 ﾠ un	
 ﾠ gold	
 ﾠ
standard	
 ﾠda	
 ﾠusare	
 ﾠcome	
 ﾠconfronto	
 ﾠdella	
 ﾠclassificazione.	
 ﾠA	
 ﾠcausa	
 ﾠdei	
 ﾠcosti	
 ﾠnon	
 ﾠtrascurabili	
 ﾠche	
 ﾠ
realizzazione	
 ﾠdi	
 ﾠesperimenti	
 ﾠcon	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche	
 ﾠcomporta,	
 ﾠsono	
 ﾠinfatti	
 ﾠrari	
 ﾠdati	
 ﾠdi	
 ﾠquesto	
 ﾠ
tipo	
 ﾠdisponibili	
 ﾠin	
 ﾠforma	
 ﾠpubblica.	
 ﾠQuesta	
 ﾠconfigurazione	
 ﾠdel	
 ﾠdesign	
 ﾠdell’esperimento	
 ﾠsarebbe	
 ﾠ
invece	
 ﾠ di	
 ﾠ grande	
 ﾠ interesse,	
 ﾠ permettendo	
 ﾠ di	
 ﾠ evidenziare	
 ﾠ l’effetto	
 ﾠ della	
 ﾠ variabilità	
 ﾠ biologica	
 ﾠ
sull’analisi	
 ﾠdifferenziale.	
 ﾠ
Oggetto	
 ﾠdi	
 ﾠstudi	
 ﾠfuturi	
 ﾠpotrà	
 ﾠessere	
 ﾠl’applicazione	
 ﾠdei	
 ﾠmetodi	
 ﾠsu	
 ﾠun	
 ﾠnumero	
 ﾠpiù	
 ﾠelevato	
 ﾠdi	
 ﾠ
data	
 ﾠset,	
 ﾠpossibilmente	
 ﾠcomprendenti	
 ﾠrepliche	
 ﾠbiologiche.	
 ﾠ 	
 ﾠ
Un	
 ﾠaltro	
 ﾠapproccio	
 ﾠinteressante	
 ﾠpotrebbe	
 ﾠessere	
 ﾠquello	
 ﾠdi	
 ﾠrealizzare	
 ﾠun	
 ﾠdata	
 ﾠset	
 ﾠdi	
 ﾠRNA-ﾭ‐seq	
 ﾠ
caratterizzato	
 ﾠda	
 ﾠ	
 ﾠun	
 ﾠgold	
 ﾠstandard	
 ﾠpiù	
 ﾠaffidabile,	
 ﾠottenuto	
 ﾠsequenziando,	
 ﾠassieme	
 ﾠall'RNA	
 ﾠ
endogeno	
 ﾠin	
 ﾠstudio,	
 ﾠmolecole	
 ﾠdi	
 ﾠRNA	
 ﾠa	
 ﾠsequenza	
 ﾠe	
 ﾠconcentrazione	
 ﾠnote	
 ﾠ(spike-ﾭ‐in	
 ﾠRNA).	
 ﾠ
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